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AUTO-EPURATION DU MILIEU MARIN
QUELQUES REMARQUES METHODOLOGIQUES
par
J. CITEAU' et J. PAGES1
RE SUME
La réalisation du futur émissaire en mer de la ville d'Abidjan a né-
cessité une évaluation de la mortalité des bactéries qui seront rejetées.
La méthode employée est exposée, ainsi qu'une analyse de la validité
des mesures ; si les résultats présentés sont embryonnaires, ils font cependant
ressortir quelques points intéressants quant au choix de la méthodologie.
A B S T RA C T
Outfall at sea of sewage waters of Abidjan requires informations about
the die-off of bacteria in the sea. The method of determination is described and
validity of data is analysed. These preliminary results point out some features
about the choice of methodology
Centre de Recherches Océanographiques - B.P. V 18 - ABIDJAN (C6te d'Ivoire)
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- INTRODUCTION
La pratique généralisée de déverser les eaux d'égout en mer con[ie
implicitement à "la Nature" la tgche de ramener rapidement la charge des eaux
naturelles à un niveau raisonnable. La "disparition" des bactéries d'origine
fécale, qui sont une des caractéristiques des rejets, est évaluée par la T 90
(temps nécessaire pour que 90% des bactéries aient disparu), qui recouvre
commodément tous les phénomènes, de la dilution pure à la mortalité ("die-off"
des Anglo-Saxons), qui peuvent entraîner une diminution de la concentration
bactérienne,
Avant de procéder à un rejet, il est bon de déterminer quel sera le
"pouvoir auto-épurateur" de l'eau réceptrice.
L'étude à laquelle nous avons procédé, a été conduite dans le cadre
d'une convention passée entre la Société d'Etude et de Travaux Urbains (SETU)
et le Centre de Recherches Océanographiques (C.R.O.).
La campagne de mesures en mer réalisée par le C.R.O. avait pour but
de déterminer la meilleure implantation en mer du futur émissaire des eaux
usées de la ville dAbidjan.
Des mesures de courants, de diffusion et de pollution bactérienne
des plages (Pagès et Citeau, 1978), ont été menées parallèlement aux expéri-
erices décrites ici et un site de rejet a été retenu à environ un kilomètre en
mer, sur des fonds dune vingtaine de mètres.
2 - METHODES
Les essais décrits ici, ont été de deux sortes : les uns in situ,
se rapportant à des mesures de mortalité en mer seront notés TDM, les autres
au laboratoire se rapportent à des mesures de mortalité in vitro (notées MV)
et de déterminations de la toxicité de la Rhodamine (notées RT)
Pour chaque type d'expérience, la mortalité bactérienne a été sui-
vie en effectuant des numérations sur les prélèvements successifs d'échantil-
lons.
Les numérations bactériennes elles-mames, ont été obtenues soit par
la méthode des dilutions successives, ensemencement en milieu liquide tic Con-
key, avec repiquage en milieu Brilliant Green Bile (noté BGB), soit par
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filtration, incubation et dénombrement des colonies sur milieu Eosine-Bleu de
Methylène (noté EMB) ou gelose d'Endo.
2.1. ESSAIS DE MORTALITE EN MER (TDM)
La manipulation initiale et principale, a d'abord été réalisée se-
ion un protocole mis au point pour des projets comparables sur les c6tes de
France (Greslou, 1975).
Elle consiste à marquer "des eaux usées prélevées dans l'émissaire
jugé le plus significatif de la ville" par de la Rhodamine B, à raison de
"10 kg de Rhodamine en solution pour 3 m3" d'eau d'égout.
Pratiquement, dans une citerne de 5 m3 de capacité totale, montée
sur un remorqueur du port d'Abidjan, nous avons ajouté 6.6 kg de Rhodamine en
solution à de l'eau usée prélevée par camion-pompe. La Rhodamine dont nous
disposions était conditionnée en solution acétique (environ IO N), nous lui
avons ajouté de l'ethanol pour diminuer l'adsorption sur les particules so-
lides, et faciliter le mélange. La dilution finale au sein des 5 m3 était
de un pour mille (1%) en volume d'alcool, 0.05 N en acide acétique et de 1.3
kg/rn3 de Rhodamine sèche.
Après transit sur le lieu d'expérience (1 km en mer au sud du phare
de Port-Bout), le déversement par gravité prenait environ 3 minutes.
Une vedette du C.R.O. suivait alors la tache colorée, et des prélè-
vements successifs étaient faits, hélices arrêtées, au centre de la tache ap-
préciée par son maximum de coloration, jusqu'à disparition complète de celle--
ci, soit environ 2h après le début du déversement. Les échantillons conservés
en glacière, atteignaient le laboratoire 60 à 90 mn après la fin des prélève-
ments. La concentration en Rhodrnirie était déterminée par fluorimétrie avec
une précision atteignant le pg par litre ; les numérations bactériennes
égaient faites sur membrane Millipore (0.45 p, HAWP) par filtration de volumes
adéquats, avec dilution éventuelle par de l'eau de mer à 75%.
2.2. ESSAIS DE MORTALITE IN VITRO (MV)
-
De l'eau d'égout, prélevée soit à la sortie de l'émissaire des a-
battoirs municipaux, soit dans un égout urbain, était mélangée à de l'eau de
mer prélevée, à marée haute, dans le canal du port (des mesures antérieures
ont montré qu'il s'agit alors d'eau de mer pure exempte de pollution lagunaire).
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Différentes gammes de dilution ont été réalisées (Tableau I) et ré-
parties en erlens de 2 litres l'incubation sest faite au laboratoire à
température ambiante (25°C), à la lumière solaire indirecte, avec agitation
magnétique lente.
2.3. DETERMINATION DE LA TOXICITE DE LA RHODAHINE (RT)
La solution de Rhodamine semblant avoir une action sur le taux de
mortalité des bactéries, nous avons procédé à des essais analogues, en utili-
sant des concentrations variées de Rhodamine.
Les modalités de ces différents essais sont rassemblées dans le ta-
bleau I.
3 - RESULTATS
Les résultats détaillés des essais sont fournis en Annexe.
3.1, MORTALITE IN VITRO (MV)
Lors de MV 1, toutes les membranes ont montré des colonies conflu-
entes, donc illisibles. Lors de MV 2, une décroissance du nombre de bactéries
en milieu Mc Conkey ne se manifeste qu'après 20 h d'incubation ; en coordon--
nées semiiogarithmiques (Fig.1), la pente est de -0.017, le coeffîcient de
corrélation r = -0.55 a été calculé avec un nombre d'échantillons n = 21
(ensemble des dilutions).
Les repiquages en B.G.B. montrent une décroissance moins nette.
Les résultats de MV 3 confirment les précédents. La dispersion est
toujours forte ; en milieu Mc Conkey, la décroissance est apparente à 18 h
en coordonnées semilogarithmiques, la pente est de --0.024 (r = _0,86(2),
n = 27 en prenant l'ensemble des dilutions). En milieu BGB, la population se
maintient plus longtemps à son niveau initial.
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l'ig.I - Décroìssance en fonction du temps du nombre de
bactéries/100 ml, Ces nombres sont corrigés de
la dilution pour les essais TDH2 et TDN3.
Considérons présent chaque dilution séparément. La décroissance
est; analogue pow: les essais MV 3, et pour tes dilutions I03, 10-a,
ìo-6 les pentes en coordonnées semilogarithmiques sont respectiven'ent de
--0.029, -0.027 -0,024, -0.024 et ne sont pas significativement différentes.
EJ
\
u-
DIJO
(2)
Hautement significatif.
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3.2. DETERMINATION DE LA TOXICITE DE LA RHODANINE (RT)
Lors de RT 1, nous remarquons une chute rapide et continue de la
population pour une concentration de Rhodamine de io6 iJg/l (Fig.1)
;
la con-
centration initiale en bactéries, obtenue en prenant la moyenne des numéra--
tions effectuées sur les milieux de faible teneur en Rhodamine, était de
8.67.106 bactéries/iQO ml,.
Pour l'essai RTI, la chute de concentration suit (en coordonnées
(2)
semilogarithmiques) une pente de -0.445 (avec r = -0.993 ), ce qui corres-
pond è une mortalité de 90% en 2,25 h.
Les autres concentrations de Rhodamine ne semblent pas avoir d'ef-
fet
; une faible diminution générale se manifeste après 24 h.
Lors de RT2, une décroissance générale relativement faible apparaît
dès 4,5 h.
3.3. MORTALITE EN MER
Quatre expériences ont été effectuées, et la décroissance des con-
centrations en Rhodamine en fonction du temps, du fait de la diffusion, a été
reportée sur la figure 2, en repère semi-logarithmique : elle indique que la
loi de décroissance n'est pas une simple relation exponentielle. On peut ce-
pendant admettre cette simplification et les coefficients de corrélation cal-
culés pour ces approximations linéaires entre les logarithmes des concentra-
tions et le temps sont les suivants
Pour l'essai TDM I r = _0,88(2) , Pente = -0.0104
TDU 2 r = .O.88(2) ,, = -0.0092
TDU 3 r
-0.23 n.s., = -0.0040
TDM 4 r = _0.87(2)
- -0.0399
(Pour TDN3 le centre de la tache a été ulus difficile à discerner,
ce qui explique la plus grande dispersion des mesures).
En ce qui concerne les numérations bactériennes, les ensemencements
de TDM1 ont été un échec dont nous verrons plus loin les causes probables.
Lors de TDM2, TDM3 et TDM4, la corrélation entre logarithmes de con-
centration bactérienne et logarithmes de concentradonenRhodamine est assez
nette
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Pour lessai TDM2 la pente est de 0.959 avec r = 0.98(2) et de 0.948
avec r = Q
93(2) en supprimant la valeur à to (cf. 4.2).
Pour lessai TD3 la pente est de 1.040 avec r Q95(2) et de 0.850
avec r 081 en supprimant les valeurs à to, to 5 mn, to 25 mn.
Pour lessai TDN4 la pente est de 1.188 avec r = 0.98(2) et de 1.067
avec r = 0.96(2) en supprimant la valeur r0.
Nous pouvons tenir compte de la dilution, déterminée d'après la
concentration de Rhodamine pour un échantillon donné ; si nous "corrigeons"
le nombre de bactéries de la dilution ainsi observée, nous constatons que
l'évolution de ces quantités corrigées en fonction du temps se traduit
(Fig.3)
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Fig.3 - Décroissance des bactéries eri fonction du temps.
(Bactéries/100 ml, corrigées de la dilution pour
les essais TDU)
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D
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D
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a
MV2
\DM4
a
- pour l'essai TDM2, par une courbe à concavité vers le bas
- pour les essais TDM3 et TDM4, par des courbes monotones décrois--
santes.
Nous allons essayer d'interprter ces différents résultats.
Bacteries/ lOO ml
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- DESCUSS]ION
41. MORTALITE INTRINSEQUE
Lobjection principale à des essais invitro est le fait. que les
condittons sont alors totalement différentes du milieu mariti, notamment
niveau du 'grazíng. 11 est connu que les bactéries entient dans la ratiï
alimentaire du zooplancton (Seki et kennedy, I969
;
Tezuka, 1974), et ce
gros zocplanctori dehappe probablement à nos prélvernents ; cependsnt l
niveau trophique seuls les agglomérats de bactéries interviendraient. o
ceux-ci ne sont pas discernables daune bactérie isolée par nos néthodes
Les autres prédateurs (microzoopiancton, flagellés, etc.) sont eux, pré-
sents dans nos prélèvements et ont, par leur nombre, un effet plus imper
cant (Enzinger et Cooper, 1976).
Les conditions de lumidre et de température n étaíent as exac e-
menE celles du milieu naturel
;
cependant, si elles étaient inhibitrices
durant. le jour (climatisation), nous devrions observer une variation du
taux de décroissance en relation avec le rythme nycrh&méral (reporté sehe-
mat:lquernent sur la fig. 1) spécialement lors dc iV3 qui a été de Lngue
rée. Or, ce n'est pas le cas, et le 190 s'établit à 41,6 h lors des essa e
MV2 et à 58,5 h lors des essais MV3, pour des numératìon.s en Mc Conkey. Ce
sont des ordres de grandeur similaires à ceux t:rouvés dans la littératu
(Faust, 1976
;
Enzinger et Cooper, 1976
;
Bellair et cl.., 1977). La lumicice
n'aurait donc pas duinfluence sur le grazing. Le fait (.10e nous étions en
lumière indirecte, derrière une vitre, expliquerait l'absence d'effet di-
rcct, contrairement aux observations de Beilair et cl.. (1977).
Nous remarquons qu'il ny a pas de différences significatives
entre lévolution des diverses dílutïons (cf. tableaux en annexe). La cor-
c.cntïat:Lon en éléments nuuiítifs est fortement abaissée, dès la dilution
10
;
si nous admettons une teneur initiale de carbone organique dissous
de 10,000 qatgll, nous ser ions à 10 arg/l soit l'équivalent de 5 mg/i du:
lactate. ce qui est bien au-dessous des seuul.s généralement admis pour io,
uuicroorganismes terrigènes. Dès la même dilution Ì0, nous aurions égal-
mene environ io4 coliformes totaux par 100 ml. La taille de l'ínocuium e.
la concentration de substrae correspondant aux conditions décrites par
Jannasch (1965-1967). où une population ne peut plus se maintenir.
4.2. ESSAIS EN 'ER
Nous remarquons tout d'abord que.1!échec des numérations lors de
TDM1 a eu comme cause probable le fait que le prlvement d'eau d'égout a été
effectué vers 7h.15, sans tenir compte des.variations de débit et de charge
nous avons donc eu une eau beaucoup moins riche en bactéries queprévu.
Une seconde remarque générale porte sur les volumes filtrés. Leur
choix suppose une connaissance approximative a priori des concentrations de
bactéries. Nous avons pu constater que le volume adéquat correspondait, dans
les conditions expérimentales choisies, à une légère coloration de la membra-
ne par la Rhodamine et ceci fournissait un repère utile. Il serait d'ailleurs
intéressant de rechercher si l'adsorption de la Rhodamine sur les membranes,
et donc son extraction, ne pourrait pasconstituer une technique rapide de
concentration de traces de Rhodamine.
Lors des divers TDM, les prélèvements ont été faits au centre de la
tache, celui-ci étant repéré approximativement ;la décroissance irrégulière
de la Rhodamine montre que, comme prévisible, ce repérage n'est guère précis.
Harremos (1974) a montré que cette procédure est dangereuse.
La corrélation nombre de bactéries/concentration de Rhodamine a été
calculée, soit sur tous les points, soit en éliminant les points extrêmes
en effet, des points très éloignés du nuageprincipal donnent un coefficient
de corrélation artificiellement fort, qui peutne pas refléter la réalité.
Nous voyons cependant que la Rhodamine est généralement un bon marqueur de la
masse d'eau usée, et que, en première approximation, elle n'a pas un compor-
tement trop différent (diffusion, etc) de.celui des bactéries.
Si nous considérons les chiffres de bactéries "corrigés" de la di-
lution (cf. annexe de résultats bruts), nous voyons que l'augmentation ini-
tiale du nombre de bactéries lors de TDM2 est anormale et nous devons la
rejeter (cf. 4.3).
Inversement, sommes-nous autorisés à admettre le processus inverse,
plus conforme à notre attente, et tel que semblent le traduire les essais
TDM3 et TDM4 (cf. tableaux de résultats)? Indépendeniment du petit nombre
d'essais effectués ici, nous pouvons observer que les corrections multiplient
les imprécisions (Harremos, 1974) et que si les essais TDM2 et TDM3 sont
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topar tés à a même échelle de temps que les essais MV (Fig. la dLsti
bution deS point s pourrait corLespondi e à une dìspcic sian nomale pans des
numérations bactériennes sur un échantìllon.
En admettant cependant quo iévolution des chifires Vtcot:rigésV (Jo
TDM3 et TDM4 correspondent à une réelle mortalité, nous aurions une dispaci-
tian de 90% des bactéries en 125 mn pour TDM3 et 60 mc pour TDM4.
Ces valeurs sont inférieures aux T90 trouvés pour les essais in
vit t o
43. TOXIICITE DE LA RHODANINE
Laugmentation des chiffres "corrigés" de TDM2, aussi peu signiiL-
carive quelle soit, pouvait correspondre à la présence d'un agent toxique
se diluant par la suite ; la Rhodamine,.ou un produit associé, semblait à
incriminer. En effet, nous avons vu que la Rhodamine pure est toxique au
taux de io6 pg/I ; il aurait d'ailleurs été utile de préciser la définition
du seuil toxique, ainsi que les possibilit:és de rétablissement des mi,croor
ganismes après une exposition temporaire. La précision des mesures est in-
suffisante pour que la diminution, généralement faible, des bactéries darn:
essai dc RT2 soit significative ; par contre, i extrapci otion des chtlo s
de lessai RT1 montre que, dans les conditions expérimentales des TDM, le
contact a1ec. de la Rhodamine à des concentrations de 10 pg/i. prol.a-
ge pendant au moins 3h, peut avoir des répercussions C es L pourquoi, lar s
de TDM3. les premiers échantìllons ont été dilués, sur place, par de leau
de mer afin d'abaisser la concentration de Rhodarnirte au voisinage appioxi-
matif de g/l. Cette procédure, renouvellée lors de TDM4, semble c.on
firmer rette interprétation, les résultats des observations de TDM4 et. TD:PI
étant. similaires.
(1)
L essai TDM4 n' a pas été reporté sur la figure i pour ne pas alourdi r i.e
dessin, mais la dispersion des points dc mesure est très semblable à
celle des antres essais TDM.
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5 CONCLUSION
Les différentes expériences.réalisées faisaient partie d'un program-
me relativement marginal. Les chiffressurlesquels ce travail est basé sont
donc peu nombreux, et l'imprécision notoire des numérations bactériologiques
doit inciter à la prudence.
Nous avons cependant pu constaterque la solution de Rhodamine est
toxique, à certaines des concentrations qui sont nécessaires pour des marqua-
ges hydrologiques.
D'autre part, la décroissance des concentrations de Rhodamine in
situ est de 90% en loo mn environ ; la décroissance équivalente des bactéries
demande 50 à 100 heures, selon que nousconsidérons les mesures in vitro,
plus fiables, ou les mesures in situ, dont.nous. avons vu le peu de confiance
quon peut leur accorder. L'imprécision des résultats, et les sujétions et
complications inhérentes, corroborent les considérations plus théoriques de
Harremos (1974) pour rejeter la méthodologie in situ utilisée ici. Il semble
que, tout particulièrement en régime discontinu, les meilleurs résultats
seront obtenus par la mesure in situ de la dilution d'un traceur, complétée
par des mesures in vitro de mortalité.; la mesure de la dilution devrait, en
outre, comporter des "bilans de masse"(Harremos, 1974) permettant une véri-
fication continue. Il serait en outrenécessaire de considérer l'influence de
lheure de la journée (Bellair et cii., 1977), ce qui ne pourra guère se faire
que in vitro ou en in situ simulé.
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DONNEES BRUTES DES DIFFERENTES EXPERIENCES
A N N E X E
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pg/i
Bactéries/100 ml
Brutes Corrigéesde la dilution
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0 19300 10000 0.68 io6
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20 3360 2000 0 79 "
35 380 300 1 04 "
50 930 1000 1 40 "
80 198 80 053 "
110 79 60 1 00
140 131 80 0 81
170 87 40 061
175 86 50 0.77 "
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39 70 422 7.837
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RTI
(Tous chiffres en io6 bactéries/100 ml)
RT 2
(Tous chiffres en io6 bactéries/100 ml)
Dt
(heures)
Rhodamine
0 0.5 2 3 4 8 24
io6
- 4.43 0.71 - 0.14 - 0.002
IO 9.65 4.37 3.73 - 7.10 8.53 -
iü - 8.80 9.60 - - 9.60 -
3 x io2 6.24 - - - - 8.53 -
io2 - - - - 5.60 8.00 -
30 - - - - 8.00 6.40
O - - - 9.22 - 8.50 6.30
Dt
(heures)
0 3.6 4.0
Rhodamine
pg/ 1
- 0.56 0.95
3 x IO3 - 0.63 -
io - 1.31 0.40
3 x io2 - 1.50 -
io2 2.29 1.07 0.63
